急性髓系白血病(AML)是一组起源于髓系干、祖细胞的高度异质性恶性血液病。脐血由于来源丰富、采集过程无伤害、易于保存且能耐受HLA 1\~2/6个位点不合的移植等独特优势，已成为除骨髓和外周血造血干细胞之外(特别是缺乏HLA相合同胞供者)的重要造血干细胞来源[@b1]--[@b2]。目前，脐血移植(umbilical cord blood trans plantation, UCBT)治疗恶性血液病在世界范围内得到了广泛应用[@b3]。自2006年9月至2013年11月，我中心对58例AML患者进行了强化清髓的UCBT，报道如下。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例资料：2006年9月至2013年11月在安徽医科大学附属省立医院血液科接受UCBT治疗的58例AML患者纳入本研究。全部58例患者中，男36例，女22例，中位年龄14.5(3\~36)岁，中位体重45(12\~90) kg; FAB分型：M~0~ 1例，M~1~ 1例，M~2~ 35例(含骨髓增生异常综合征转AML 1例)，M~4~ 3例，M~5~ 14例，M~6~ 3例，混合细胞白血病1例；49例(84.5%)为单份UCBT (sUCBT)，9例(15.5%)为双份UCBT(dUCBT)；50例(86.2%)为HLA 1\~2/6个位点不合UCBT；第1次完全缓解期(CR~1~)36例，第二次完全缓解期(CR~2~)14例，未缓解(NR)8例，其中高危难治患者共43例(74.1%)。

2．脐血的选择：根据冻存前有核细胞数(TNC)、CD34^+^细胞数及HLA相合程度选择脐血。sUCBT要求：TNC\>3.0×10^7^/kg(受者体重)且CD34^+^细胞数≥1.2×10^5^/kg(受者体重)；低于以上标准者选择dUCBT，双份脐血中主份脐血TNC≥2.5×10^7^/kg(受者体重)。供受者间HLA≥4/6个位点(HLA-A、B、DRB1位点血清学配型)相合。

3．预处理方案：全部58例患者均采用强化清髓预处理方案：①分次全身照射(sTBI)＋阿糖胞苷(Ara-C)＋环磷酰胺(Cy)方案(31例)：sTBI 3 Gy每日2次×2 d, Ara-C 2 g/m^2^每日2次(间隔12 h)×2 d，Cy 60 mg·kg^−1^·d^−1^×2 d；②Ara-C或氟达拉滨(Flu)+白消安(Bu)+Cy方案(27例)：Ara-C同前，Flu 30 mg·m^−2^·d^−1^×4 d, Bu 0.8 mg/kg每6 h 1次×4 d, Cy 60mg·kg^−1^·d^−1^×2 d。合并中枢神经系统白血病(CNSL)或具有CNSL高危因素的患者加用1次卡莫司汀(BCNU) 250 mg/m^2^。

4．移植物抗宿主病(GVHD)预防方案：全部患者均采用CsA＋短程霉酚酸酯(MMF)预防GVHD。发生Ⅱ级及以上GVHD的患者加用甲泼尼龙(静脉给药)及其他免疫抑制剂治疗。

5．支持对症治疗：①预防肝静脉闭塞症(HVOD)：预处理开始至移植后30 d持续应用低剂量肝素钠(PLT\<20×10^9^/L时停用)和前列腺素E1；②阿昔洛韦预防单纯疱疹病毒感染；③口服伊曲康唑预防真菌感染，有真菌感染既往史者改用伏立康唑口服；④口服复方磺胺甲恶唑预防卡氏肺囊虫感染；⑤采用实时定量聚合酶链反应(PCR)技术监测外周血巨细胞病毒(CMV)DNA拷贝数，当CMV-DNA≥10^3^拷贝数/ml时加用更昔洛韦或膦甲酸钠联合静脉丙种球蛋白抢先治疗。移植后第6天开始使用重组人粒细胞集落刺激因子(rhG-CSF) 5 µg·kg^−1^·d^−1^静脉滴注，至白细胞计数恢复正常2 d停用。所有患者输入的血制品均经25 Gy X线照射，维持HGB≥80 g/L、PLT≥20×10^9^/L。

6．疗效评定及随访：采集每例患者UCBT后第7、14、21天外周血标本和第30天骨髓标本，应用DNA短串联重复序列聚合酶链反应方法检测供、受者嵌合体变化。完全供者嵌合体(FDC)指嵌合体中供者成分\>95%，混合嵌合体(MC)指嵌合体中供者成分占5%\~95%。原发性植入失败定义为至移植后28 d中性粒细胞绝对值(ANC)\<0.5×10^9^/L且至少2次骨髓未检出供者成分。UCBT后连续3 d ANC≥0.5×10^9^/L的第1天定义为中性粒细胞植入时间；脱离血小板输注7 d后，PLT连续3 d≥20×10^9^/L的第1天定义为血小板植入时间。UCBT后骨髓象及嵌合体监测：前4个月每月检测1次，第6个月至2年每3个月检测1次，第3至5年每6个月检测1次。急性GVHD (aGVHD)、慢性GVHD (cGVHD)的诊断和分级采用西雅图标准。采用门诊或电话联系对所有患者进行随访。随访终点为2015年2月28日，存活患者中位随访时间为37.4(15.4\~92.0)个月。

7．统计学处理：应用SPSS 17.0进行数据分析。应用Kaplan-Meier生存曲线进行生存分析，Log-rank检验进行生存率的比较，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．移植的细胞数：①sUCBT：49例，中位年龄13(3\~36)岁，中位体重为42(12\~73)kg；受者输入复苏后脐血TNC中位数为3.76 (0.44\~9.60)×10^7^/kg，CD34^+^细胞中位数为1.98 (0.90\~6.88)×10^5^/kg。②dUCBT：9例，中位年龄24(19\~36)岁，中位体重65(47\~90)kg，受者输入复苏后脐血TNC中位数为4.93 (2.00\~6.80)×10^7^/kg，CD34^+^细胞中位数为2.11(1.45\~3.42)×10^5^/kg。

2．造血重建：49例sUCBT患者中47例获得造血重建，中性粒细胞植入、血小板植入的中位时间分别为17(12\~37)、32.5(17\~140) d。9例dUCBT患者全部获得造血重建，中性粒细胞植入、血小板植入中位时间为19(13\~29)、42(24\~112) d。患者移植后第21天和第30天外周血STR-PCR检测结果均为100％供者型，9例dUCBT患者最终均为1份脐血的完全嵌合。

3．植入前综合征(PES)：58例患者中45例(77.6%)出现PES, 4例延续至重度GVHD。

4．GVHD发生情况：56例获得造血重建的患者中24例(42.9%)发生aGVHD，其中Ⅱ\~Ⅳ度17例，Ⅲ\~Ⅳ度10例。8例Ⅳ度aGVHD患者中7例治疗无效死亡(肠道aGVHD 5例、肠道合并肝脏aGVHD 2例)，仅1例得到控制。所有患者应用甲泼尼龙2 mg·kg^−1^·d^−1^治疗均未得到控制，4例患者应用抗CD25单抗及甲氨蝶呤(MTX)治疗并输注脐血间充质干细胞，仅1例得到控制；2例患者加用英夫利昔单抗及MTX治疗，疗效亦不理想；1例患者应用抗CD25单抗3次，腹泻未控制，给予间充质干细胞治疗2次，效果仍不佳；另1例应用抗CD25单抗4次，腹泻及皮疹未控制，再次加用英夫利昔单抗1次，皮疹消退但腹泻仍未控制。

49例存活期\>100 d的患者中，7例(14.3%)发生cGVHD(均为局限性)，其中累及皮肤4例，累及胃肠道2例，自身免疫性溶血1例。所有发生cGVHD的患者经甲泼尼龙或CsA治疗后均得到控制。

5．其他并发症：20例患者于粒细胞缺乏期出现血流感染：大肠埃希菌11例，屎肠球菌3例，草绿色链球菌2例，肺炎克雷伯杆菌、小肠耶氏菌、铜绿假单胞菌和表皮葡萄球菌各1例，20例患者经抗菌药物治疗后均得到控制。2例患者在移植后100 d内发生肺真菌感染。13例患者在移植后30\~120 d出现血CMV-DNA\>10^3^拷贝数/ml，无CMV病发生。4例出现出血性膀胱炎，经治疗均好转。未发生HVOD和间质性肺炎。

6．复发及转归：成功植入的56例患者中5例复发，其中2例合并髓外复发(睾丸、皮肤各1例)，中位复发时间为97(55\~233) d, 3年累积复发率为9.1%。骨髓复发的患者给予停用免疫抑制剂并加用乌苯美司治疗，1例患者治疗7 d后出现皮疹，复查骨髓原始细胞比例从0.090降至正常，至随访终点已无病生存367 d，余4例均放弃治疗死亡。

7．随访和生存情况：至随访终点，58例患者中35例(60.34%)存活，23例(39.66%)死亡。死亡原因：重度感染12例(肺感染9例、肠道感染2例、血流感染1例)，原发病复发4例，重度aGVHD合并感染7例。23例患者死亡的中位时间为移植后122(36\~238) d，其中移植后100 d内死亡9例(15.5%)，180 d内死亡19例(32.8%)。预期3年累积总体生存(OS)率和无病生存(DFS)率分别为(60.3±6.4)％和(60.1±6.5)%。UCBT时处于CR患者(CR~1~ 36例、CR~2~ 14例)的3年预期OS率高于NR患者(8例) \[(66.0±6.7)％对(25.0±15.3)%，*P*=0.013\]([图1](#figure1){ref-type="fig"})。

![脐血移植前不同疾病状态急性髓系白血病患者的生存比较](cjh-36-08-637-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

脐血作为一种替代供者，已逐渐成为HSCT重要的干细胞来源。在过去25年，已有超过30 000例患者接受了UCBT[@b4]。UCBT可获得与其他类型HSCT相似的生存率[@b5]--[@b6]。

本组UCBT患者获得了较高植入率。与其他移植中心研究结果[@b7]--[@b9]相比，本组患者的造血恢复亦较快。分析其原因：①我们采用强化清髓预处理方案，最大限度地清除了肿瘤细胞，促进了植入。②我们采用DNA短串联重复序列聚合酶链反应方法监测患者供、受者嵌合体变化，有利于早期发现原发性植入失败患者，及时进行二次挽救治疗，进一步提高了移植成功率。本研究58例AML患者2例原发性植入失败，其中1例患者在移植后1个月行单倍体移植挽救治疗，存活至今。

本组58例患者仅复发5例，累积3年复发率为9.1%。研究表明，UCBT不仅通过移植前大剂量的放化疗等清髓预处理杀伤白血病细胞，还可通过其强大的移植物抗白血病(GVL)效应清除残存的白血病细胞，远期疗效较好[@b10]。我中心采用强化清髓预处理方案，而且采用不含抗人胸腺细胞球蛋白(ATG)的预防GVHD方案，不仅保护了移植物中有限的T淋巴细胞，加速了移植后免疫重建，有利于早期GVL效应的发挥，而且避免了ATG引起的病毒感染[@b11]。

临床研究发现，尽管大多数UCBT受者与供者存在1\~2个位点的HLA不匹配，但是与骨髓移植(BMT)和外周血造血干细胞移植(PBSCT)相比，UCBT后aGVHD的发病率显著降低。来自国际骨髓移植登记处(IBMTR)的数据表明，与1个位点不合的无关供者骨髓移植(URD)相比，4/6\~6/6 HLA相合UCBT患者长期生存率相当、aGVHD发生率更低[@b12]。Ruggeri等[@b13]报道，567例UCBT成人AML患者Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD的发生率为26%。本组患者aGVHD的发生率较高(42.9%，24/56)，Ⅳ度aGVHD的发生率达14.3%(8/56)，分析其原因：8例Ⅳ度aGVHD患者中4例患者为2012年以前移植患者，当时对重度PES认识不足，没有PES危险度的分层标准，所以由PES延续为重度GVHD，最终治疗无效死亡；另4例患者中，1例系预防GVHD过程中患者自行停用MMF所致，其余3例Ⅳ度aGVHD患者中1例治疗后控制，存活至今，2例治疗无效死亡。7例患者死亡的主要原因均为重度aGVHD合并肠道感染和(或)肺感染所致多脏器功能衰竭。

PES亦称植入前免疫反应(pre-engraftment immune reactions，PIR)。PES为非血缘UCBT的特征性现象，出现于中性粒细胞植入前，是脐血植入时机体的一种免疫反应，主要临床表现为发热、皮疹、腹泻和(或)黄疸等症状[@b14]，发生机制目前尚不明确。本治疗中心采用强化清髓性预处理方案体系患者PES发生率整体偏高，具体机制需进一步研究。重度PES会增加患者移植相关死亡率，需进行及时干预治疗。

cGVHD是影响移植后患者生存质量的重要因素。我中心以往研究发现，与同胞相合的BMT和PBSCT相比，UCBT造血恢复延迟，但两者中性粒细胞植入率差异无统计学意义(97.1％对100%，*P*=0.080)，3年DFS率差异无统计学意义(55％对60%，*P*=0.105)，UCBT患者cGVHD和广泛性cGVHD的发生率较低，能获得更好的生活质量[@b15]。本研究可评估的49例患者中仅7例(14.3%)发生cGVHD，且均为局限型，患者生活质量较高。

严重的感染可明显增加移植患者非复发死亡率，是UCBT失败的主要原因之一[@b16]。本组23例死亡患者中12例(52.17%)死于严重感染，因此，移植后特别是合并GVHD需增强免疫抑制治疗的患者，积极加强感染防治及促进免疫重建恢复十分必要。

本研究结果表明，强化清髓的UCBT治疗AML安全有效，患者移植后cGVHD发生率和复发率较低，可获得较高的生存质量。
